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La presente invenzione si riferisce ad un metodo 
per la rilevazione di parametri intracellulari me- 
diante sonde proteiche ricombinanti luminescent!, per 
lo screening di molecole in grado di alterare detti 
parametri . 

In particolare, la presente invenzione concerne 
un metodo per rilevare parametri e/o attivita intra- 
cellulari mediante sonde proteiche luminescent! per 
lo screening di molecole di interesse f armacologico 
e/o cosmetico e/o ambientale in grado di alterare 
detti parametri e/o attivita. 

Notoriamente le cellule costituenti I'organismo 
hanno un continue scambio di inf ormazioni, sia con le 
altre cellule sia con I'ambiente extracellulare . 

La comunicazione tra le cellule e garantita dal- 
la loro capacita di ricevere ed inviare segnali di 
natura chimica interagenti con specific! recettori 
present! sulla loro membrana plasmatica. Nella mag- 
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gior parte dei casi, 1' attivazione di questi recetto- 
ri porta alia generazione dei messaggeri intracellu- 
lari, definiti secondi messaggeri, che trasmettono 
all'interno della cellula 1' inf ormazione portata dal 
messaggero extracellulare (o prirao messaggero) . In 
confronto all' estrema variety dei mediatori extracel- 
lulari il niomero di secondi messaggeri conosc.iuti e 
sorprendenteraente limitato: lo ione calcic (Ca'+) , 
I'inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3) , il diacilglicero- 
lo (DAG), i nucleotidi dell' adenosina e i nucleotidi 

ciclici (cAMP e cGMP) . 

Tali secondi messaggeri a loro volta, attivano 
una serie di esecutori intracellulari , definiti ef- 
fettori della risposta cellulare, che attraverso la 
variazione di parametri intracellulari sono in grade 
di innescare una cascata di eventi fino ad ottenere 
la risposta cellulare definitiva. 

Per parametri cellulari si intendono quel valo- 
ri, quali concentrazione, stato di attivazione, lo- 
cal izzazione cellulare che ci permettono di capire e 
quindi di descrivere I'attivita svolta da ogni singo- 
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lo elemento presents all'lnterno della cellula (ioni, 
proteine, nucleotidi, molecole segnale) . 

Per variazione di detti parametri cellular! si 
intende una modif icazione del normal! indici basali 
(variazione di concentrazione, traslocazione alia 
TueTTibrana plasmatica, attivazione o inattivazione) , 
in risposta a determinati stimoli (fisiplogici o far- 
macologici) provenienti dall' ambiente extracellulare . 

Fattori ambientali, chimici, fisici o * genetici 
possono causare condizioni patologiche che conducono 
ad alterazioni delle vie di trasduzione del segnale 
cellulare . 

Per comprendere il f unzionamento di un farmaco e 
necessario avere a disposizione metodologie che per- 
mettano di monitorare correttamente i vari parametri 
intracellular! su cui si vuole che agiscano i farmaci 
e le loro variazioni. 

Attualmente esistono tecniche per la rilevazione 
solo di alc-uni mediator! cellulari coinvolti nelle 
vie di trasduzione del segnale e nella maggior parte 
dei casi tali tecniche non sono efficient i o e facil- 
mente applicabili a metodologie di screening massic- 
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cio di migliaia di molecole, esigenza molto sentita 
invece, dall' industria f armaceutica;. chimica o cosme- 
tica. 

<C 

II mediatore cellulare piu studiato, e stato e^4^ 

s 

e tuttora, lo ione calcio (Ca^"^) . Si e visto che una 
grande varieta di stimoli, che vanno dai fattori di 
crescita ai neurotrasmettitori , sono trasmessi 
all' interne della cellula mediante variazioni della 
concentrazione citosolica del Ca^"^ ( [Ca^*^] c) - 

II Ca^"^ e uno ione ubiquitario presente normal - 
mente in tutti i compart imenti cellulari che attra- 
verso variazioni della sua concentrazione e in grado 
di regolare numerose f unzioni cellulari . 

Lo sviluppo delle prime tecniche per la misura 
della concentrazione di Ca^"** risalgono agli anni ^60 
e permisero di cominciare a comprendere in dettaglio 
i meccanismi che regolavano la [Ca^***] c e il sue ruolo 
nel controllo di svariate f unzioni biologiche. 

Le prime misure di [Ca^*^]c sono state fatte mi- 
croiniettando in cellule giganti di Balanus una foto- 
proteina Ca^'^-sensibile, I'equorina (Ridgway e A- 
shley, 1967) ; negli anni successivi sono stati spesso 
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utilizzati gli indicator! metallocromici e i tnicroe- 
lettrodi specif ici. In entrarnbi i casi le tecniche 
erano limitate dalla necessita di microiniettare 
I'indicatore o di inserire un elettrodo nella cellula 
e quindi dalla possibilita di utilizzare pochi tipi 
cellulari di grandi dimensioni . 

Negli anni '90 I'uso di indicator! fluorescenti 
del Ca^\ quali, ad esempio, il quin2 ed il fura-2, 
in grado di attraversare la metnbrana plasmatica e di 
rimanere intrappolati a livello citoplasmtico (Tsien 
et al., 1982, Grynkiewicz et al . , 1985), ha permesso 
di studiare I'omeostasi cellulare del Ca^* in molti 
tipi cellulari e di dimostrare il ruolo ubiquitario 
di questo ione. Tuttavia, la facilita di impiego de- 
gli indicatori fluorescenti e contrastata 
dall'incapacita di essere selettivamente accuraulati 
nei vari organelli cellulari. 

Le tecniche summenzionate non sono tuttavia fa- 
cilmente applicabili agli studi di screening farmaco- 
logico e sono comunque limitate alia misurazione del 
solo Ca^"^. 
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L'avvento delle tecniche di biologia molecolare 
ha contribuito, negli anni ^90^. alio sviluppo di nuo- 
ve metodiche per il monitoraggio dello ione Ca^^ ba- 
sate sulla costruzione di sonde proteiche che vengono 
introdotte all'interno delle cellule mediante tecni- 
che di trasfezione. Attualmente sono disponibili due 
categorie di sonde ricombinanti per il Ca^"*". 

II primo gruppo sfrutta le caratteristiche fluo- 
rescenti di molecole derivate dalla proteina fluore- 
scente GFP (Green Fluorescent Protein, Zhang et al , , 
2002) . Tali sonde sono di difficile utilizzo per lo 
screening f armacologico poiche richiedono procedure 
estremamente dispendiose in termini di tempo e il 
rapporto tra il segnale fluorescente ottenuto in con- 
dizioni di riposo e di attivazione non e sufficiente- 
mente ampio da poter essere utilizzato per metodi au~ 
tomatizzati . 

La seconda categoria di sonde si basa 
sull' utilizzo di proteine bioluminescenti in grade di 
legare il Ca^*^ ed emettere di conseguenza una radia- 
zione luminosa misurabile e correlabile alia concen- 
trazione di Ca^"^ stessa, tra le quali I'equorina. 
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L'equorina;. estratta e purificata nel 1962 da un 
genere di medusa luminescente, Aequorea. yictoria. (Shi- 
momura e al.,1962), e una proteina di circa 22 kDa co- 
stituita da una apoproteina e da un gruppo prostetico 
idrofobico^ la celenterazina, legata all' apoproteina 
mediante un legame covalente di tipo peros- 
sidico. 

II legame del Ca^"** all'equorina a livello di 3 
siti specif ici ad alta affinita di tipo ^^EF-hand''r in- 
duce una modif icazione conf ormazionale della proteina 
stessa e conseguente rottura del legame covalente ed 
emissione di fotoni e rilascio del coenzima ossidato. 

E' possibile misurare la variazione della [Ca^"**] 
grazie all' esistenza di una relazione tra il logaritmo 
della velocita di emissione di fotoni (L) , espressa 
come frazione rispetto alia velocita massima di lumi- 
nescenza, cioe in condizioni di saturazione (L/Lmax) e 
il logaritmo della [Ca^"^] . Questi valori, ottenuti at- 
traverso misurazioni in vitro , in condizioni note di 
pH, forza ionica [Mg^"^] e temperatura consent ono di 
costruire una curva di calibrazione di forma sigmoide, 
sulla base della quale, nell'ambito di concentrazioni 
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di Ca^-^ cornprese tra lo 0,1-10 pM (ed oltre i 100 ^xU 
utilizzando equorina mutata (Montero et al., 1995)), e 
possibile correlare in ogni istante la frazione di e- 
guorina consumata con il valore di [Ca^^] a cui la fo- 
toproteina e esposta. Sulla base di questa relazione e ? 
basata la conversione del segnale luminoso ottenuta 
dalle cellule, in valori di [Ca^*] . 

L' equorina in qualita di marcatore biolumine- 
scente.presenta dei vantaggi rispetto agli indicatori 
fluorescenti in quanto pud essere facilmente indiriz- 
zata nei vari compart imenti cellulari mediante 
I'utilizzo di appropriati elementi regolatori o pep- 
tidi segnale, rappresentando uno strumento affidabile 
per la misurazione delle variazioni di cone entrazi one 
di Ca^" (Rizzuto et al . , 1992). In particolare in ta- 
le pubblicazione, e stata descritta la tecnica per 
direzionare e misurare le concentrazioni di Ca^"^ a 
livello dei mitocondri . 

Successivamente sono state sviluppate, diverse 
sonde ricoTTbinanti di equorina direzionate agli altri 
compartimenti cellulari quali, ad esempio, nucleo 
(Brini et al . , 1993; Brini et al.,' 1994a), il retico- 
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lo endoplasmatico (Montero et al . , 1995), I'apparato 
del Golgi (Pinton et al . , 1998), lo spazio intermem- 
brana mitocondriale (Rizzuto et al . , 1998), il reti- 
colo sarcoplasmatico (Brini et al . , 1997), la regione 
sotto la membrana (Marsault et al . , 1997) che hanno 
reso possibile la determinazione delle variazioni 
della cone exit raz lone di Ca^^ nei diversi distretti 
cellular! a seguito di stimolazioni di diversa natu- 
ra . 

Un altro vantaggio della " luminescenza e che ri- 
spetto alia f luorescenza, non richiede una luce di 
eccitazione evitando i fenomeni di autof luorescenza e 
^^photobleaching'' . Inoltre, I'equorina non e tossica, 
non forma legaini con altri cationi e non interferisce 
con la concentrazione di Ca^"*" intracellulare . 

Gli autori hanno precedent emente studiato 
I'utilizzo di una fotoproteina ricombinante Ca^**" sen- 
sibile^. quale I'equorina, espressa in cellule di mam- 
tnifero come metodo alternative per la misura della 
concentrazione dello ione Ca^"^ (Rizzuto et al . , 1993; 
Rizzuto et al., 1994; Brini et al . , 1994b; Rizzuto et 
al., 1995; Brini et al . , 1995; De Giorgi et al . , 
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1996; Rutter et al . , 1996; Brini et al . , 1999; Robert 
et al., 2000/ Porcelli et al . , 2001; Chiesa et al . , 
2001) . 

L'impiego dell' equorina presenta una serie di 
vantaggi metodologici nel seguito descritti: 

a) ottimo rapporto segnale/rumore in quanto le 
cellule di mammif ero non possiedono proteine lumine- 
scent i endogene ; 

b) Integra i dati di una popolazione trasfetta- 
ta, evitando quindi errori dipendenti dalla variabi- 
lita cellulare; 

c) la sonda di equorina puo essere stabilmente 
espressa da sola in una linea cellulare (ottenendo 
cosi un ^^permanente'^ e riproducibile sistema di 
screening) , o stabilmente co-espressa con specif ici 
recettori di interesse (quindi semplif icando 
I'analisi funzionale degli specif ici sistemi di se- 
gnalazione) ; 

d) sistema di rilevazione molto semplice, in 
quanto e sufficiente la raccolta dell'intero spettro 
di emissione della luce emessa, e che si presta alia 
miniaturizzazione del campione da analizzare ed alia 
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automatizzazione, perche il segnale luminoso e robu- 
sto (I'emissione di luce aumenta in maniera logarit- 
mica alia yariazione della concentrazione di Ca^^) . 

Tuttavia, e interessante sottolineare che le va- 
riazioni dello ione calcio sebbene facilmente rileva- 
bili Bono coinvolte soltanto in alcune delle numerose 
vie di trasduzione del segnale di interesse farmaceu- 
tico. come precedentemente anticipate invece esistono 
molte altre vie di trasduzione che coinvolgono altri 
elementi cellulari (effettori cellulari, enzimi, ca- 
nali ionici, secondi messaggeri) di difficile rileva- 
zione diretta, ma di notevole importanza per 
I'identificazione di molecole di potenziale interesse 
farmacologico o tossicologico . 

Alia luce di quanto sopra esposto, risulta evi- 
dente I'esigenza di potere disporre di metodi effi- 
caci, sensibili e rapidi per' la rilevazione di para- 
metri e/o attivita intracellulari, per lo screening 
di molecole atte a generare specifiche alterazioni di 
detti parametri e/o attivita. 

Gli autori della presente invenzione hanno ora 
sviluppato nuove metodiche in grade di rilevare in- 
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direttamente le variazioni di parametri intracellula- 
ri, . riconducendo dette variazioni ad una corrispon- 
dente variazione della concentrazione dello ione ^a^^^^Nl^^^ 
facilmente rilevabile. In particolare, sono sta^ 
messi a punto sistemi di rilevazione bioluminescent: ^^^^ 
basati sull'utilizzo della fotoproteina equorina, in 
grado di emettere segnali luminosi in risposta a va- 
riazioni della concentrazione di Ca^% che riflettono 
la variazione di altri parametri o attivita enzimati- 
che intracellulari in risposta a determinati stimoli 
fisiologici e/o f armacologici 

La conversione dei parametri e delle attivita 
intracellulari in una variazione della concentrazione 
di calcio permette sia di seguire la generazione di 
secondi messaggeri, come ad esempio il cAMP, sia 
I'attivazione e/o la traslocazione di proteine esecu- 
trici, come ad esempio le PKC, 

Tra le proteine esecutrici di interesse gli au- 
tori della presente invenzione hanno preso in consi- 
derazione, a scopo esemplif icativo, le protein china- 
si e in particolare la PKC. Poiche la PKC a seguito 
di attivazione trasloca dal citoplasma alia membrana 
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plasinatica ove la concentrazione dello ione calcio e 
maggiore rispetto alia concentrazione nel citoplasma, 
gli autori hanno create una proteina chimerica 
PKC/equorina particolarmente sensibile alia diversa 
concentrazione di Ca^"^. Cosi^, la traslocazione alia 
membrana e la conseguente attivazione della PKC sono 
state correlate ad un parametro indiretto quale la 
diversa concentrazione di Ca^'*' nelle due zone cellu- 
lari (citoplasma e zona sottomembrana) . 

Gli autori dimostrano che il segnale luminoso 
della PKC-equorina a livello della membrana e (a cau- 
sa della non linearita della funzione luminescenza 
rispetto alia [Ca^"*"] ) di almeno 50-100 volte piu in- 
tense rispetto a quello di una sonda PKC-equorina a 
livello citoplasmatico non attivata. 

Un esperimento preliminare ottenuto con un pro- 
totipo di questa proteina chimerica e mostrato nella 
figura 1 che indica come il segnale luminescente del- 
la .PKC-equorina chimerica k molto piu intense dopo 
induzione della traslocazione con un conosciuto atti- 
vatore della PKC (estere del forbolo PMA) . 

II metodo individuato dagli autori consent e di 
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guantificare in tnodo semplice, economico ed efficien- 
te la traslocazione/attivazione delle proteine poiche 
i-emissione di luce aumenta proporzionalmente 
all'entita della traslocazione e di effettuare uno 
screening di composti attivi su tali proteine. 

Parallelamente^ gli autori della presente inven^ 
zione hanno applicato lo stesso sistema innovative 
per convertire i valori di concentrazione di secondi 
messaggeri in valori di concentrazione di Ca^"^, ossia 
trasformando un segnale dif f icilmente quantizzabile 
in un segnale facilmente rivelabile utilizzando sem- 
pre l''equorina come sistema di rilevazione, 

Tra i secondi messaggeri gli autori della pre- 
sente invenzione hanno preso in esame il cAMP. In 
questo caso, sono stati sviluppati dei recettori chi- 
merici in cui e stata sostituita la porzione intra- 
cellulare del recettore originale, cioe quella in 
grado di dare inizio alia risposta cellulare attra- 
verso la produzione di cAMP, con la porzione intra- 
cellulare di un recettore (accoppiato a proteine G) 
in grado di indurre una variazione della concentra- 
zione di Ca^"** all' interne della cellula. In tal modo 
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il recettore chimerico una volta stimolato indurra 
aumenti della concentrazione di calcio anziche di 
cAMP. 

Come sonda di rilevazione e stata utilizzata 
un'equorina fusa ad una sequenza segnale che la dire- 
ziona ai mitocondri (mt-AEQ) (Rizzuto * et al . , 1992), 
data la sua maggiore sensibilita dovuta al fatto che 
i mitocondri ^^amplif icano" gli aumenti di concentra- 
zione di calcio citosolica. Un esperimento prelimina- 
re e presentato in figura 2 e mostra che il segnale 
luminescente della sonda mt^AEQ e paragonabile in 
cellule trattate con uno stimolo normalmente associa- 
to ad aumenti della concentrazione di calcio (istami- 
na) o trattate con uno stimolo associato ad aumenti 
della concentrazione di cAMP (isoproterenolo) . 

Un' altra applicazione di questo tipo di sonde 
luminescenti basate sull'' equorina trovata dagli auto- 
ri della presente invenzione e rappresentata dalla 
possibilita di analizzare I'attivita catalitica di 
effettori cellulari (come la PKC) che agiscono sui 
canali ionici del calcio e di identificare farmaci 
che interferiscono con detta attivita catalitica. I 
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canali del calcio sono localizzati sulle membrane di 
importanti compartimenti cellular! , quali ad esempio 
la membrana plasmatica, la membrana del reticolo en- 
doplasmatico o la membrana mitocondriale interna. Es- 
si sono coinvolti nella regolazione finely 
dell' omeostasi intracellulare del calcio ed altera- 
zioni della lore funzione sono associate a condizioni 
patologiche . 

A tale scopo, gli autori hanno impiegato una 
sonda di equorina appropriata (variabile a seconda 
del compartimento cellulare su cui si localizza il 
canale di interesse) ed una linea cellulare esprimen- 
te (endogenamente o in seguito ad ingegnerizzazione) 
il canale calcio regolato positivamente o negativa- 
mente dall' ef f ettore cellulare, nel caso specif ico 
dalla PKC in modo negative. 

Nel sistema realizzato dagli autori e possibile 
identificare le sostanze che agiscono inibendo 
I'attivita catalitica della PKC attraverso la rileva- 
zione di un aumento del segnale luminescente 
dell' equorina ad indicare il flusso di calcio attra- 
verso il canale che non puo essere chiuso dall'azione 




ris- 
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enzimatica della chinasi. 

Le diverse applicasioni delle sonde luminescenti 
realizzate dagli autori della presente invenzione 
consentono di effettuare screening dif f erenziati del-- 
le molecole da testare ed essendo facilmente automa- 
tizzabili, possono essere impiegate sia per analisi 
HTS (high throughput screening) che per misure MTS 
(medium throughput screening) o LTS (low throughput 
screening) . 

Forma pertanto oggetto della presente invenzione 
un metodo di screening in accordo alle allegate ri- 
vendicazioni . 

In accordo ad un primo aspetto dell' invenzione 
viene fornito un metodo di screening di molecole in 
grado di generare 1' alterazione di un parametro in- 
tracellulare bersaglio, detta alterazione essendo 
convertita in una proporzionale variazione della con- 
centrazione intracellulare dello ione Ca^"^ rivelata 
mediante una sonda proteica ricombinante Ca^"^ sensibi- 
le, Gomprendente le seguenti f asi : 

a) Gostruzione di un vettore di espressione conte- 
nente la sequenza codificante detta sonda, detta se- 
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quenza essendo caratterizzata dal fatto di comprende- 
re le sequenze codificanti per una fotoproteina Ca.^^ 
sensibile, pref eribilmente I'equorina, e per almeno 
un' ef f ettore cellulare o una sequenza segnale, fuse 
ins i erne ; 

b) trasfezione di almeno una linea cellulare di 
mammif ero con detto vettore contenente la sonda pro- 
teica ricombinante Ca^"^ sensibile; 

c) attivazione dell' equorina mediante aggiunta di 
un gruppo prostetico, pref eribilmente la celenterazi- 
na, alia linea cellulare esprimente detta sonda pro- 
teica ricombinante ; 

d) somministrazione della molecola da testare alia 
linea cellulare esprimente detta sonda proteica ri- 
combinante; 

e) rilevazione dell' emissione di fotoni da parte 
della fotoproteina Ca^"^ sensibile , pref eribilmente e- 
quorina, espressa nella linea cellulare. 

Per maggiore chiarezza il termine ^^fotoproteina 
Ca^"^ sensibile'' si riferisce a qualsiasi sequenza am- 
minoacidica in grado di emettere fotoni a seguito del 
legame con ioni calcio; particolarmente rilevanti da 
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un punto di vista applicative sono le proteine equo- 
rina e obelina. 

Per '^proteina regolatrice'' si intende qualsiasi 
sequenza amminoacidica in grado di modificare 
l''attivita e/o la struttura di altre componenti cel~ 
lulari, a seguito della sua interazione con altre mo- 
lecole segnale. 

Per ^^proteine che legano recettori di^ meinbrana''' 
si intendono quelle sequenze amminoacidiche in grado 
di interagire con recettori posti a livello delle 
membrane cellulari. Tra queste e possibile distingue- 
re adattatori che permettono 1' interazione tra il re- 
cettore attivato e una terza proteina, e modulatori 
che interf eriscono direttamente con I'attivita del 
recettore . 

Con il termine ''proteine che legano canali di 
membrana" si indicano quelle sequenze amminoacidiche 
in grado di interagire con canali posti a livello 
delle membrane cellulari. 

Inoltre, con il termine ''^proteine che legano li- 
pidi di membrana'' si identificano quelle sequenze am- 
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minoacidiche in grado di interagire con lipidi posti 
a livello delle membrane cellular! . 

Infine, con il termine compart imento cellulare 
si intende qualsiasi regione all'interno della cellu- /<^^IZ1^\, 
la pref eribilmente delimitata da membrane cellulari^ -^m<^^%%^ii 
quali: citoplasma, zona sotto la membrana plasmatica, 1^' 



. nucleo, mitocondri, reticolo endo-sarcoplasmatico, 
apparato del Golgi, vescicole, liso-endosomi . 

La presente invenzione verra ora descritta a ti- 
tolo illustrativo, ma non limitative, secondo sue 
forme preferite di realizzazione, con particolare ri- 
ferimento alle figure dei disegni allegati, in cui : 

la figura 1 mostra un grafico che illustra la 
misura dell'entita della traslocazione della PKC; 

la figura 2 mostra un grafico che illustra 
I'aumento della concentrazione di cAMP indotto da i- 
soproterenolo . 

ESEMPIQ 1 : Analisi della. traslocazione alia mexnbrana 
plasmatica di un effettore cellulare di interesse, la 
protein chinas i C (PKC) • 
MATERIALI E METODI 

Costruzione sonda chimerica PKC-equorina 
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Per poter validare la nostra procedura sono sta- 
te progettate diverse tipologie una serie di sonde 
chimeriche PKC-equorina ognuna contenente una diversa 
isoforma della PKC: 

1) PKC beta-equorina (PKC beta: rif . M13 975) 

2) PKC delta-equorina (PKC delta: rif. M18330) ; 

3) PKC epsilon-equorina (PKC ipsilon: rif. AF028009) ; 

4) PKC zeta-equorina (PKC zeta: rif. M18332) ; 

5) PKC gamma- equorina; 

6) PKC alf a-equorina (PKC alfa: rif. M13973) ; 

7) PKC lamba-equorina; 

8) PKC teta-equorina (PKC teta: rif. L07032) ; 

9) PKC eta-equorina . 

In particolare, la sequenza nucleotidica 
dell' equorina impiegata per la costruzione delle son- 
de PKC-equorina e la seguente: 

ATG AAG CTT TAT GAT GTT CCT GAT TAT GCT AGC CTC AAA 
CTT ACA TCA GAC TTC GAC AAC CCA AGA TGG ATT GGA CGA 
CAC AAG CAT ATG TTC AAT TTC CTT GAT GTC AAC CAC AAT 
GGA AAA ATC TCT CTT GAC GAG ATG GTC TAC AAG GCA TCT 
GAT ATT GTC ATC AAT AAC CTT GGA GCA ACA CCT GAG CAA 
GCC AAA CGA CAC AAA GAT GCT GTA GAA GCC TTC TTC GGA 
GGA GCT GGA ATG AAA TAT GGT GTG GAA ACT GAT TGG CCT 
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GCA TAT ATT GAA GGA TGG AAA AAA TTG GCT ACT GAT GAA 
TTG GAG AAA TAG GCC AAA AAC GAA CCA ACG CTC ATC CGT 
ATA TGG GGT GAT GCT TTG TTT GAT ATC GTT GAC AAA GAT 
CAA AAT GGA GCC ATT ACA CTG GAT GAA TGG AAA GCA TAG 
ACC AAA GCT GCT GGT ATC ATC CAA TCA TCA GAA GAT TGC 
GAG GAA ACA TTC AGA GTG TGC GAT ATT GAT GAA AGT GGA 
CAA CTC GAT GTT GAT GAG ATG ACA AGA CAA CAT TTA GGA 
TTT TGG TAC ACC ATG GAT CCT GCT TGC GAA AAG CTC TAG 
GGT GGA GCT GTC CCC TAA. 

Nello specifico esempio i risultati presentati 
sono relativi all'utilizzo della sonda PKC beta- 
equorina . 

Questa sonda e stata ottenuta inserendo, in un 
vettore di espressione eucariotico (pcDNA3 ; 5,4 kb) , 
la sequenza codificante I'^isoforma di PKC beta fusa 
in frame con la sequenza codificante per l^equorina 
descritta precedentemente • 

La localizzazione della sonda chimerica 6 deter- 
minata da peptidi segnali contenuti all' interne della 
sequenza nativa della proteina di cui si vuole segui- 
re il destine intracellulare, nel caso specifico la 
PKC. L'aggiunta del cDNA dell' equorina al C-terminale 
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della seguenza codificante la PKC non altera ne il 
direzionamento ne il comportamento fisiologico della 
proteina in esame - 

A guesto punto si procede alia trasfezione in 
diverse linee cellulari della proteina sonda chimeri- 
ca ottenuta, guali cellule HeLa, Cos 7 o Hek 293. 
Ingegnerizzazione della linea cellulare 

Nell' esempio mostrato non e stato necessario far 
esprimere prevent ivamente alia linea cellulare uti^ 
lizzata nessun altro elemento per dare inizio alia 
risposta cellulare- possibile pero, a seconda del- 
le esigenze di studi, fare esprimere alle cellule un 
recettore specif ico per la molecola/f armaco da testa- 
re al fine di assicurarsi un efficiente grado di le- 
game semplif icando cosl I'analisi funzionale dei si- 
stemi di trasduzione. 
Trasfezione cellulare 

Le cellule coltivate su fiasche da colture cel- 
lulari (75 cm^) sono state trasfettate con un vettore 
contenente la sonda chimerica prodotta, mediante le 
tecniche di trasfezione piu adatte alia linea cellu- 
lare in esame. Dato che come modello sperimentale e 
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stata impiegata la linea cellulare stabilizzata HeLa 
e stata adottata la tecnica del calcio fosfato come 
metodo di trasf ezione che garantisce un' elevata per- 
centuale di cellule positive per guesta linea cellu- 
lare . 

Raccolta delle cellule esprimenti la sonda chimerica 

Dope 3 6 ore dalla trasf ezione le cellule conte- 
nute nella fiasca sono state staccate dal fondo per 
tripsinizzazione . La sospensione cellulare e stata 
quindi trasf erita in un tubo Falcon (da 15 o 50 ml) e 
sottoposta a centrif ugazione a 1200 rpm a 20 °C ed in- 
fine il precipitato cellulare e stato risospeso in 
KRB (Krebs-Ringer modified buffer: 125 mM NaCl , 5 mM 
KCl, 1 mM Na3P04, 1 mM MgS04, 5.5 mM glucose, 2 0 mM 
HEPES, pH 7.4, 37°C) . 

Ricostituzione della fotoproteina equorina in forma 
attiva 

Alia sospensione di cellule esprimenti la sonda 
PKC-equorina e stato aggiunto il gruppo prostetico 
celenterazina alia concentrazione finale di 5pM. 
Semina su piastre multipozzetto 
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Sono stati seminati 50vil di sospensione conte- 
nenti le cellule trasfettate (corrispondenti a circa 
100.000 cellule) in ogni pozzetto della piastra. Le 
cellule sono state lasciate aderire per un tempo va- 
riabile da 1 a 2 ore mantenendole al buio, a causa 
della f otoinstabilita della celenterazina . 
Rilevazione della risposta 

Al termine del tempo di incubazione sono state 
aggiunte in ogni pozzetto le diverse molecole da te- 
stare ed infine la piastra con le cellule trattate e 
stata posta a diretto contatto con un f otomoltiplica- 
tore che misura I'emissione di fotoni da parte 
dell ' equorina . 
RISULTATI 

Questo semplice test pud essere utilizzato per 
testare composti in grado di modulare la traslocazio- 
ne della PKC nelle cellule vive. 

Nella figura 1 e mostrato un grafico dove e ri- 
portata la misurazione della traslocazione della PKC 
secondo il metodo sopra descritto. 

L^eseiupio riportato e state condotto su due 
"'batch" paralleli di cellule: 
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a) cellule HeLa esprimenti la sonda PKC-equorina 
(PKC-AEQ) (linee scure) . 

Tali cellule sono state a loro volta suddivise 

in : 

- cellule HeLa PKC-equorina trattate con PMA. (1 
|jlM, SIGMA) per mimare 1' azione di un f armaco (linea 
scura spessa) ; 

cellule HeLa PKC-equorina controllo (linea 
scura sottile) ; 

b) cellule HeLa esprimenti la sonda equorina ci- 
tosolica (cyt-AEQ) (non fusa a nessuna proteina) (li- 
nee chiare) . 

Tali cellule sono state a loro volta suddivise 

in: 

- cellule HeLa con equorina citosolica trattate 
con PMA per mimare I'' azione di un f armaco (linea 
chiara spessa) ; 

- cellule HeLa con equorina citosolica controllo 
(linea chiara sottile) . 

Come si puo notare dall' andamento del grafico 
riportato in figura 1 in assenza di calcio esterno 
1' emissione di f otoni (espressa come cps : conte per 



-28- 



Ing. Barzano & Zanardo Milano S.p. 



sscondo, 4 di intensity molto bassa, in. tutte la con- 
alzioni eeaminate. Infatti, in tali condi.ioni la 
concantra.ione di calcic nel citoplasma, dova si Ic- 
cali..ano la scnda cyt-ABQ (.ia in aasanza cha in 
p.eBan.a di esters del forbolc a PKC-ABQ (in as- 

senza di PMA) e sotto la mer^rana plasmatica. ossia 
dove trasloca la Bonda PKC-AEQ a nagnitc di tratta- 
mento con PMR, 6 molto bassa. 

I..aggiunta di calcio esterno induce un sostenuto 
fluBBO di tala ione attraverBO i canali poBti Bulla 
„e:*rana plaB^atica con conBsguente au,nento della 
concentrations di calcio nella regions Botto la raem- 

Tr, i-^l-l condizioni si registra un 
brana plasmatica. In tali conai^ 

4-^ ri-l f-missione di fotoni solamente nelle 
enorme aumento di emxssione u.-l 

cellule esprimanti la Bonda PKC-^Q trattats con PMA 
ad indlcara I'avvsnuta trasloca.ione della ohinasi. 

in tutti gli altri gruppi di cellule non Bi vs- 
^itica nsBBuna variaziona Bignif icativa 

dell'emiBBiona di fotoni da parte dell' equorina. 

Risulta avidanta dal grafico chs tutti i valori 
di cpB Bupariori a ^alli oBBsrvati in asBanza 
dell' attivatore massimale (EMA) indicheranno un'av- 
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venuta traslocazione della chinasi . Con tale sistema 
e quindi possibile non solo individuare le molecole 
in grado di indurre una traslocazione ma anche di va- 
lutarne I'efficienza con cui si verifica, esprimendo- 
la sulla base di un range compreso tra il valore di 
cps ottenuto in condizioni di controllo (senza PMA.) e 
quello ottenuto a seguito di traslocazione massimale 
(dopo trattamento con PMA) . 

Tale risultato dimostra chiaramente la validity 
del sistema proposto per misurare la traslocazione di 
proteins dal compartimento citosolico alia membrana 
plasmatica in risposta a stimoli esterni . 
ESEMPIO 2 : Analisi della va.ria.zione di concentrazio- 
iie di un SQCondo messaggero cellulare di interesse, 
il CAMP. 

MATERIALI E METODI 
Costruzione sonda mt-AEQ 

La descrizione della sonda mt-AEQ e dettagliata- 
mente descritta nell' articolo (Rizzuto et al . , 1992). 
Ingegnerizzazione della linea cellulare di espressio- 
ne della sonda mt-equorina 

Per tale applicazione e stata ingegnerizzata una 
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linea cellulare in modo che fosse in grado di espri- 
mere un recettore chimerico sul quale testare un cer- 
to farmaco in grado di regolare le funzioni 
dell'cAMP. 

E' state utilizzato un recettore chimerico co- 
struito fondendo la porzione extracellulare di un re- 
cettore beta adrenergico (accoppiato alia produzione 
di cAMP) con la porzione intracellulare di un recet- 
tore alfa adrenergico (accoppiato a variazioni della 
concentrazione di calcio) (Cotecchia et al . , 1992) 
nel seguito nominate recettore beta/alfa adrenergico, 

Detto recettore e state espresso in cellule HeLa 
ottenendo cosi una linea cellulare ingegnerizzata in 
grado di rispondere alia stimolazione con un determi- 
nate farmaco di interesse. 
Trasf ezione cellulare 

La linea cellulare cosi ingegnerizzata e stata 
quindi trasfettata con il vettore contenente la sonda 
mt-AEQ mediante la tecnica del calcio fosfato, 
Raccolta delle cellule esprimenti la sonda chimerica 

Dope 36 ore dalla trasf ezione le cellule, colti- 
vate su f iasche da colture cellulari (75 cm^) , sono 
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state staccate dal fondo per tripsinizzazione . La so- 
spensione cellulare e stata quindi trasferita in un 
tubo Falcon (da 15 o 50 ml) e sottoposta a centrifu- 
gazione a 1200 rpm, in centrifuga da cellule a '20 °C 
ed infine il precipitato cellulare e stato risospeso 
in KRB/Ca^"^ (Krebs-Ringer modified buffer: 12 5 mM 
NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCls/ 1 xnM Na3P04, 1 mM MgS04, 
5.5 raM glucose, 20 mM HEPES, pH 7.4, 37°C) . 
Ricostituzione della fotoproteina eqruorina in forma 
attiva 

E' stato aggiunto il gruppo prostetico celente- 
razina alia concentrazione finale di 5\M alia sospen- 
sione di cellule ingegnerizzate ed esprimenti la son- 
da mt-AEQ. 

Semina su piastre multipozzetto 

Sono state seminati in ogni pozzetto della pia- 
stra 50|il di sospensione contenente le cellule tra- 
sfettate (corrispondenti a circa 100.000 cellule) che 
sono state lasciate aderire per un tempo variabile da 
1 a 2 ore mantenendole al buio per la fotolabilita 
della celenterazina. 
Rilevazione della risposta 
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Al termine del tempo di incubazione sono state 
aggiunte in ogni pozzetto le diverse molecole da te- 
stare ed infine la piastra con le cellule trattate e 
stata posta a diretto contatto con un f otomoltiplica- 
tore che misura I'emissione di fotoni da parte 
dell ' equorina . 
RISULTATI 

Questo semplice test pertanto puo essere utiliz- 
zato per testare composti in grado di indurre, attra- 
verso 1' attivazione di specif ici recettori, variazio- 
ni della concentrazione di cAMP. 

esperimento e stato condotto su cellule HeLa 
esprimenti il recettore chimerico (beta/alfa adrener- 
gico) e la sonda mt-AEQ. 

Tali cellule sono state trattate con: 

Istamina (lOOfiM, SIGMA) per indurre il normale 
aumento di calcio dovuto alia stimolazione del recet- 
tore endogeno per 1' istamina HI (linea scura) . 

Isoproterenolo (IOOIlIM, SIGMA) per indurre un au- 
mento di calcio dovuto alia stimolazione del recetto- 
re chimerico (linea chiara) . 
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Come controllo sono state utilizzate cellule He- 
La esprimenti un recettore beta adrenergico che sono 
stimolate con isoproterenolo per indurre la stimola- 
zione di tale recettore. 

Nella figura 2 e inostrato il grafico che ripe 
un esempio di misurazione della produzione e de 
variazione di concentrazione di cAMP con il met 
sopra descritto. Coine si pu6 apprezzare dall'anal 
del grafico in assenza di stimolazione I'emissione di 
fotoni (cps: conte per secondo) e molto bassa^ quasi 
nulla. In tali condizioni basali infatti, la concen- 
trazione di calcio nella matrice mitocondriale dove 
si localizzano le sonde mt-AEQ e molto bassa. 

La stimolazione con istamina induce un notevole 
e transiente aumento della concentrazione di calcio 
nella matrice mitocondriale come ampiamente descritto 
in letteratura (Rizzuto et al . , 1992). 

Tale aumento si rif lette in un' enorme emissione 
di fotoni da parte dell' equorina (da meno di 20 foto- 
ni emessi al secondo si passa a piu di 120000 foto- 
ni) . 
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Per verificare la validita del sistema proposto 
abbiamo stimolato le cellule con un agonista specific 
CO della porzione extracellulare del recettore chitne- 
rico (isoproterenolo) . La linea chiara mostra come 
anche in questo case si verifichi un significative 
aixmento dell' emissione di fotoni da parte 
dell' equorina (da meno di 20 fotoni emessi al secondo 
si passa a piu di 120000) indicando come la stimola- 
zione con isoproterenolo (normal men te- accoppiata alia 
produzione e all'aumento della concentrazione di 
cAMP) sia convertita in un segnale legato alia varia- 
zione della concentrazione di calcic. Al contrario la 
stimolazione con isoproterenolo di cellule esprimenti 
un recettore beta adrenergico, accoppiato quindi alia 
produzione di cAMP, non induce nessun aumento di cps 
ad indicare il mancato aumento di concentrazione di 
calcio. Risulta evidente che qualsiasi sostanza che 
induce un aumento di cps in cellule esprimenti un re- 
cettore chimerico avente la porzione intracellulare 
accoppiata a variazioni della concentrazione di cal- 
cic^ sara in grado di modificare la concentrazione di 
CAMP. 
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Tale risultato dimostra chiaramente la validita 
del sistema proposto per misurare 1' attivazione di 
specifici recettori accoppiati alia produzione di 
CAMP. 

ESEMPIQ 3 : Analisi della attivazione/inihizione 
dell^ attivita catalitica di un effettore cellulare di 
interesse, la PKC, nel controllo dello stato funzio- 
nale dei canal i penr il calcio. 

Per validare tale metodica sono stati condotti 
esperimenti di analisi dell'' attivita catalitica della 
PKC su specifici canali calcio posti a livello della 
membrana plasmatica denominati canali Ca^"^ di tipo L- 

Nel caso specifico le cellule sono state tra- 
sfettate con un canale Ca^**" di tipo L, inibito da una 
f osf orilazione PKC-dipendente, e con una sonda rap- 
presentata da un' equorina localizzata sotto la mem- 
brana plasmatica (SNAP-AEQ) (Marsault at al . , 1997), 
a diretto contatto con il canale in esame. 
MATERIALI E METODI 
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Costruzione sonda 5NAP-AEQ 

La descrizione della sonda SNAP-AEQ e dettaglia- 
tamente descritta nell' articolo (Marsault et al,, 
1997) . 

Ingegnerizzazione della linea cellulare di espressio- 
ne della sonda SNAP~AEQ 

Per tale applicazione e necessario ingegnerizza- 
re una linea cellulare con il canale calcio (in que- 
sto caso di tipo L) . 

Le cellule HeLa sono state ingegnerizzate in mo- 
do da esprimere il canale calcio la cui attivita e 
regolata dall' ef f ettore cellulare di interesse (PKC) . 
Trasf ezione cellulare 

La linea cellulare ingegnerizzata e stata quiridi 
trasfettata con il vettore contenente la sonda SNAP- 
AEQ mediants la tecnica del calcio fosfato. 
Raccolta delle cellule esprimenti la sonda chimerica 

Dopo 36 ore dalla trasf ezione le cellule, colti- 
vate su f iasche da colture cellulari (75 cm^) , sono 
state staccate dal fondo per tripsiriizzazione . La so- 
spensione cellulare e stata quindi trasferita in un 
tubo Falcon (da 15 o 50 ml) e sottoposta a centrifu- 
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gazione a 1200 rpm^ in centrifuga da cellule a 20 °C 
ed infine il precipitato cellulare e stato risospeso 
in KRB (Krebs-Ringer modified buffer: 125 mM NaCl, 5 
mM KCl, 1 mM Na3P04, 1 rriM MgS04, 5.5 noM glucose, 20 mM 
HEPES, pH 7.4, 37°C) . 

Ricostituzione della fotoproteina equorina in forma 

attiva 

Alia sospensioni delle cellule ingegnerizzate ed 
esprimenti la sonda SNAP~AEQ e stato aggiunto il 
gruppo prostetico celenterazina alia concentrazione 
finale di 5]aM. 

Semina su piastre multipozzetto 

In ogni pozzetto della piastra sono stati semi- 
nati 50]al di sospensione contenente le cellule tra- 
sfettate e ricostituite (corrispondenti a circa 
100.000 cellule) e lasciate aderire per un tempo va- 
riabile da 1 a 2 ore mantenendole al buio poiche la 
celenterazina e fotolabile. 
Rilevazione della risposta 

Al t ermine del tempo di incubazione sono state 
aggiunte in ogni pozzetto le diverse molecole da te- 
stare ed infine la piastra con le cellule trattate e 
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stata posta a diretto contatto con un f otomoltiplica- 
tore Che misura I'einissione di -fotoni da parte 
dell' equorina. 

Con questo test sara possibile individuare le 
molecole in'grado di modificare I'attivita catalitica 
di effettori cellulari di interesse e di conseguenza 
lo stato funzionale dei canali calcio. 
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RIVENDICAZIONI 
1. Metodo di screening di molecole in grado di ge- 
nerare 1' alterazione di ^un parametro intracellulare 
bersaglio, detta alterazione essendo convertita in 
una proporzionale variazione della concentrazione in- 
tracellulare dello ione- Ga^'*' rivelata mediante una 
sonda proteica ricotribinante -Ca^"^ sensibile, compren- 
dente le seguenti fasi: 

a) costruzione di • un vettore di espressipne conte- 
nente la sequenza codificante detta sonda, detta se- 
quenza essendo caratterizzata dal fatto di .comprende- 
re le sequenze codificanti per almeno una fotoprotei- 
na Ga^"^ sensibile e per aliueno un' ef f ettore cellulare 
o una sequenza segnale, fuse insieme; 

b) trasfezione di almeno una linea cellulare di 
mammifero con detto vettore contenente la sonda pro- 
teica ricombinante Ca^"^ sensibile; 

c) attivazione di detta fotoproteina Ca^"^ sensibile 
mediante aggiunta di un gruppo prostetico alia linea 
cellulare esprimente detta sonda proteica ricombinan- 
te; 

d) soTnininistrazione della molecola da testare alia 
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linea cellulare esprimente detta sonda proteica ri- 

combinante; 

e) rilevazione dell' emissione di fotoni da parte 
della f otoproteina Ca^"** sensibile espressa nella linea 
cellulare . 

2. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cu± detta 
f otoproteina Ca^"*" sensibile e l^'equorina. 

3. Metodo secondo le rivendicazioni 1 e 2, in cui 
detto gruppo prostetico e la celenterazina . 

4 . Metodo secondo le rivendicazioni da 1 a 3 , in 
cui detta alterazione di un parametro intracellulare 
e scelta dal gruppo che comprende variazione di con- 
centrazione di un secondo tnessaggero, traslocazione 
alia membrana o state di attivazione/inattivazione di 
un effettore cellulare. 

5. Metodo secondo la rivendicazione 4, in cui detto 
secondo messaggero e scelto dal gruppo che comprende 
nucleotidi ciclici, nucleotidi dell' adenosina;. dia- 
cilglicerolo, Ca^"^ e inositolo 1,4,5 trifosfato. 

6. Metodo secondo la rivendicazione 4, in cui detto 
effettore cellulare e scelto dal gruppo che consiste 
in canale ionico, proteina regolatrice, recettore di 



-45- 



lag. Earz^*: Zanardo Milano S.p;A. 



membrana cellulare. 

7. Metodo secondo la rivendicazione 6, in cui detto 
canale ionico ^ scelto dal gruppo che comprende cana- 
li del Ca^"*" voltaggio dipendenti e recettori-canale 
del Ca^-'. 

8. Metodo secondo la rivendicazione 6r in cui detta 
proteina regolatrice e scelta dal gruppo che compren- 
de protein^-chinasi, fosfatasi, adenilato ciclasi, 
proteine che legano .recettori di Tuembrana plasmatica, 
proteine che interagiscono con canali di membrana 
plasmatica, proteine che interagiscono con i lipidi 
della membrana plasmatica. 

9. Metodo secondo la rivendicazione 6, in cui detto 
recettore di membrana cellulare e scelto dal gruppo 
che comprende recettori accoppiati a proteine G, re- 
cettori ad attivita enzimatica, recettori canale. 

10. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni pre- 
cedenti, in cui detta sonda proteica ricombinante 
Ca^*^ sensibile e caratterizzata dal fatto di compren- 
dere la sequenza amminoacidica di almeno una fotopro- 
teina Ca^"^ sensibile, b parti di essa, 

11. Metodo secondo la rivendicazione 10, in cui la 
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sonda proteica comprende ulteriormente una sequenza 
segnale e/o la sequenza amminoacidica di un effettore 
cellulare . 

12. Metodo secondo la rivendicazione 11, in cui det- 
to effettore cellulare e scelto dal gruppo che consi- 
ste in canale ionico, proteina regolatrice, recettore 
di membrana cellulare. 

13. Metodo secondo la rivendicazione 12, in cui det~ 
to canale ionico e scelto dal gruppo che comprende 
canali del Ca^"*" voltaggio dipendenti e recettori ca- 
nale del Ca^-". 

14. Metodo secondo la rivendicazione 12, in cui 
detta proteina regolatrice e scelta dal gruppo che 
comprende protein-chinasi^ fosfatasi, adenilato ci~ 
clasi, proteine che legano recettori di membrana pla- 
smatica, proteine che interagiscono con canali di 
membrana plasmatica, proteine che intexagiscono con i 
lipidi della membrana plasmatica. 

15. Metodo secondo la rivendicazione 14, in cui det- 
te protein-chinasi sono le protein chinasi C (PKC) . 

16. Metodo secondo la rivendicazione 12, in cui det- 

to recettore di membrana cellulare e scelto dal grup- 



-47- 



Ing. Barzano & Zanardo Milano S.p.A. 



po Che cotnprende recettori accoppiati a proteine G, 
recettori ad attivitA enzimatica, recettori canale . 

17. Metodo secondo le rivendicazioni 10 e 11, in 
cui detta sequenza segnale indirizza la fotoproteina 
Ca'-^ sensibile, pref eribilmente I'equorina, ad un com 
partittiento cellulare. 

18. Metodo secondo una qualsiasi delle rivendica 
zioni da 10 a 17, in cui la sonda proteica e una pro 
teina di fusione scelta dal gruppo che consiste in 
PKC-equorina (PKC-AEQ) , SNAP-equorina (SNAP-AEQ) , mt- 
equorina (mt-AEQ) , equorina citosolica (cyt- AEQ) . 

19. Metodo secondo la rivendicazione 18, in cui la 
PKC-equorina e scelta dal gruppo che comprende PKC 
beta-equorina, PKC delta- equorina, PKC epsilon- 
equorina, PKC zet a- equorina, PKC gamma -equorina, PKC 
alfa-equorina, PKC lamba- equorina, PKC teta-equorina, 
PKC eta-equorina. 

20. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui il 
vettore di espressione della fase a) e un vettore eu- 
cariotico . 

21. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui det- 
ta almeno una linea cellulare di mammifero e preven- 




-48- 



Ing. Bai'zano & Zanardo Milano S.i 



tivamente ingegnerizzata in modo tale da esprimere 
una proteina eterologa, nativa o chimerica. 

22. Metodo secondo la rivendicazione 21, in cui det- 
ta proteina eterologa e scelta dal gruppo che consi- 
ste in un recettore, un enzima, un canale ionico o un 
ef f ettore cellulare . 

23. Metodo secondo la rivendicazione 22, in cui det- 
to recettore e un recettore chimerico. - 

24. Metodo secondo la rivendicazione 23, in cui det- 
to recettore chimerico e caratterizzato dal fatto di 
avere la porzione intracellulare di un recettore ac~ 
coppiato a variazioni della concentrazione di calcio 
e la porzione extracellulare di un recettore accop- 
piato alia produzione di cAMP. 

25. Metodo secondo la rivendicazione 22, in cui detto 
canale ionico e scelto dal gruppo che comprende cana- 
li del Ca^"*" voltaggio dipendenti e recettori canale 
del Ca^"-. 

26. Metodo secondo la rivendicazione 22, in cui det- 
to effettore cellulare e scelto dal gruppo che consi- 
ste in canale ionico, proteina regolatrice, recettore 
di mernbrana cellulare. 

27. Metodo secondo la rivendicazione 26, in cui det- 
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to canal i del Ca^"** voltaggio dipendenti e recettori 
canale del Ca^"**. 

28. Metodo secondo la rivendicazione 26, in cui 
detta proteina regolatrice e scelta dal gruppo che 
comprende protein-chinasi , fosfatasi, adenilato ci- 
clasi, proteine che legano recettori di membrana pla- 
smatica, proteine che interagiscono con canali di 
membrana plasmatica, proteine che interagiscono con i 
lipidi della membrana plasmatica. 

29. Metodo secondo la rivendicazione 26, in cui det- 
to recettore di membrana cellulare e scelto dal grup- 
po che comprende recettori accoppiati a proteine G, 
recettori ad attivita enzimatica, recettori canale. 

30. Sonda proteica ricombinante Ca^"^ sensibile carat- 
terizzata dal fatto di comprendere le sequenze ammi- 
noacidiche di almeno una fotoproteina Ca^"^ sensibile, 
o parti di essa, e di un effettore cellulare o una 
sequenza segnale, fuse insieme. 

31. Sonda secondo la rivendicazione 30, in cui detta 
fotoproteina Ca^**" sensibile e I'equorina. 

32. Sonda secondo le rivendicazioni 30 e 31, in cui 
detta sonda proteica comprende ulteriormente una se- 



-50- 



Ing. Barzano & Zanatdo Milano S.p.A. 



quenza segnale e/o la sequenza ainminoacidica di un 
ef f ettore cellulare . 

33. Sonda secondo le rivendicazioni da 30 a 32, in 
cui detto effettore cellulare ^ scelto dal gruppo che 
consists in canale ionico, proteina regolatrice, re- 
cettore di membrana cellulare. 

34. Sonda secondo la rivendicazione 33, in cui detto 
canale ionico ^ scelto dal gruppo che comprende cana- 
li del Ca^"** voltaggio dipendenti e recettori canale 
del Ca^"-. 

35. Sonda secondo la rivendicazione 33, in cui detta 
proteina regolatrice e scelta dal gruppo che compren- 
de protein- chinasi , fosfatasi, adenilato ciclasi, 
proteine che legano recettori di membrana plasmatica, 
proteine che interagiscono con canal i di membrana 
plasmatica, proteine che interagiscono con i lipidi 
della membrana plasmatica. 

36. Sonda secondo la rivendicazione 35, in cui dette 
protein-chinasi sono le protein chinasi C (PKC) . 

37. Sonda secondo ognuna delle rivendicazioni da 30 
a 36, in cui detta sonda e una proteina di fusione 
che consists in PKC-equorina (PKC-AEQ) . 
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38. Sonda secondo la rivendicazione 37 in cui la 
PKC-equorina e scelta dal gruppo che coitiprende PKC 
beta-equorina, PKC delta-equorina, PKC epsilon- 
equorina, PKC zeta-equorina, PKC gamma- equorina, PKC/y N^e^-^^^^^^y 
alf a-equorirxa, PKC lamba-equorma, PKC teta-equorxnalO a 
PKC eta-equorina. ^ 

39. Sonda secondo la rivendicazione 33, in cui detto 
recettore di membrana cellulare e scelto dal gruppo 
che comprende recettori accoppiati a proteine G, re- 
cettori ad attivita enzimaticay. recettori canale- 

40. Sonda secondo le rivendicazioni da 30 a 39, in 
cui detta sequenza segnale indirizza la fotoproteina 
Ca^"*" sensibile, pref eribilmente I'equorina^ ad un com- 
partimento cellulare . 

41. Uso della sonda proteica ricombinante Ca^"^ sensi- 
bile come definita nelle rivendicazioni da 3 0 a 40, 
per lo screening di molecole in grado di generare 
1' alterazione di un parametro intracellulare, detta 
alterazione essendo convertita in una proporzionale 
variazione della concentrazione intracellulare dello 
ione Ca^"*" . 

42. Uso secondo la rivendicazione 41, in cui detta 
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alterazione di un parametro intracellulare e scelta 
dal gruppo che comprende variazione di concentrazione 
di un secondo messaggero, traslocazione alia membr ana 
o stato di attivazione/inattivazione di un effettore 
cellulare. 

43. Uso secondo la rivendicazione 42, in cui detto 
secondo messaggero e scelto dal gruppo che comprende 
nucleotidi ciclici, nucleotidi dell' adenosina, dia~ 
cilglicerolo, Ca^"*" e inositolo 1,4,5 trifosfato. 

44. Uso secondo la rivendicazione 42, in cui detto 
effettore cellulare e scelto dal gruppo che consiste 
in canale ionico, proteina regolatrice, recettore di 
membr ana eel lul are . 

45. Uso secondo la rivendicazione 44, in cui detto 
canale ionico e scelto dal gruppo che comprende cana- 
li del Ca^"^ voltaggio dipendenti e recettori canale 
del Ca^^. 

46. Uso secondo la rivendicazione 44, in cui detta 
proteina regolatrice e scelta dal gruppo che compren- 
de protein-chinasi, fosfatasi, adenilato ciclasi, 
proteine che legano recettori di membrana plasmatica, 
proteine che interagiscono con canal i di membrana 
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plasmatica, proteine che interagiscono con i lipidi 
della Tnembrana plasmatica. 

47. Uso secondo la rivendicazione 44, in cui detto 
recettore di meiubrana cellulare e scelto dal gruppo 
che comprende recettori accoppiati a proteine G, re- 
cettori ad attivita enzimatica, recettori canale. 
Ing. Barzano & Zanardo Milano S.p.A, 
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